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基于 NLRP3 炎症小体探讨补冲调经方对
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［摘要］ 目的：从 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体和铁死亡角度探讨补冲调经方对卵巢储备功能减退（DOR）大鼠的

疗效作用机制。方法：将 48 只雌性 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、补冲调经方低、中、高剂量组和 MCC950 组，每组 8 只。除

正常组外，其余各组大鼠均于颈背部皮下注射 D-半乳糖制备 DOR 大鼠模型。从造模第 15 天起，对补冲调经方低、中、高剂量

组大鼠分别以 14.4、28.8、57.6 g·kg-1·d-1的剂量灌胃。MCC950 组大鼠予腹腔注射 MCC950 10 mg·kg-1，隔日 1 次。各组连续给

药 4 周。阴道脱落细胞涂片观察大鼠动情周期；苏木素-伊红（HE）染色观察卵巢中卵泡和黄体发育情况；生化及酶联免疫吸附

测定法（ELISA）检测血清性激素及白细胞介素-1β（IL-1β）的水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫

印迹法（Western blot）检测卵巢 NLRP3 炎症小体、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（ACSL4）、转铁蛋白受体 1（TFR1）和谷胱

甘肽过氧化物酶 4（GPX4）的 mRNA 和蛋白表达；氧化应激试剂盒检测卵巢超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）水平。

结果：实验过程中补冲调经方高剂量组有 1 只大鼠死亡，最终共有 47 只大鼠纳入指标检测和统计。与正常组比较，模型组大鼠

动情周期明显紊乱，闭锁卵泡数量增多，血清性激素水平明显紊乱。卵巢组织 NLRP3 炎症小体、ACSL4 和 TFR1 的 mRNA 和

蛋白表达上调，而 GPX4 的 mRNA 和蛋白表达显著下调（P<0.01），卵巢 SOD 活性显著降低，MDA 含量升高（P<0.01）。药物干

预后，大鼠动情周期基本恢复规律，各级卵泡结构更完整且数量明显增多，血清性激素和 IL-1β水平显著改善，卵巢 NLRP3 炎

症小体、ACSL4 和 TFR1 的 mRNA 和蛋白表达下调，GPX4 的 mRNA 和蛋白表达显著上调，卵巢氧化应激水平明显减轻

（P<0.05，P<0.01），其中尤以补冲调经方高剂量组和 MCC950 组效果明显。结论：DOR 大鼠卵巢发生炎性损伤和铁死亡，补冲

调经方能够抑制卵巢 NLRP3 炎症小体，减轻卵巢铁死亡程度，提高卵巢储备。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the therapeutic mechanism of Buchong Tiaojing prescription for rats with diminished 

ovarian reserve （DOR） from the perspectives of nucleotide-binding oligomerization domain （NOD）-like receptor protein 3 

（NLRP3） inflammasome and ferroptosis. Methods：： A total of 48 female SD rats were randomly divided into a normal group， 

a model group， low， medium， and high dose groups of Buchong Tiaojing prescription， and an MCC950 group， with eight rats in 

each group. Except the normal group， all the other groups were injected subcutaneously on the back of the neck with D-galactose to 

prepare the DOR rat model. From the 15th day of modeling， the rats in the low， medium， and high dose groups of Buchong 

Tiaojing prescription were subjected to gavage daily at doses of 14.4， 28.8， 57.6 g·kg-1， respectively. Rats in the MCC950 group 

were injected intraperitoneally with MCC950 at a dose of 10 mg·kg-1， once every other day. The interventions of all the groups 

lasted for 4 weeks. The estrous cycle of the rats was observed with vaginal exfoliated cell smear. Hematoxylin-eosin （HE） staining 

was performed to observe the development of follicles and corpus luteum in the ovary. Enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA） was performed to detect the levels of serum sex hormones and interleukin-1β （IL-1β）. Real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction （Real-time PCR） and Western blot assay were performed to detect the mRNA and protein expression of 

NLRP3 inflammasome， acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 （ACSL4）， transferrin receptor 1 （TFR1）， and 

glutathione peroxidase 4 （GPX4）， and oxidative stress kits were used to detect ovarian superoxide dismutase （SOD） and 

malondialdehyde （MDA） levels. Results：： During the experiment， one rat died in the high dose group of Buchong Tiaojing 

prescription， and a total of 47 rats were finally included in the index tests and statistics. Compared with those in the normal group， 

rats in the model group had significantly disturbed estrous cycles， increased number of atretic follicles， and significant disorder of 

serum sex hormones. The mRNA and protein expression of NLRP3 inflammasome， ACSL4， and TFR1 in ovarian tissue was 

up-regulated （P<0.01）， while that of GPX4 was significantly down-regulated （P<0.01）. The SOD content in the ovary was 

decreased significantly， while the MDA level was increased （P<0.01）. After drug intervention， the estrous cycle of rats was 

basically resumed， and the follicles at all levels were more structurally intact and significantly increased in number. Additionally， 

the levels of serum sex hormones and IL-1β were significantly improved. The mRNA and protein expression of NLRP3 

inflammasome， ACSL4， and TFR1 were down-regulated， while that of GPX4 was significantly up-regulated， and the ovarian 

oxidative stress was alleviated （P<0.05， P<0.01）， especially in the high dose group of Buchong Tiaojing prescription and the 

MCC950 group. Conclusion：： Inflammatory injury and ferroptosis occur in the ovaries of DOR rats， and the Buchong Tiaojing 

prescription is able to inhibit ovarian NLRP3 inflammasome， alleviate the degree of ovarian ferroptosis， and improve ovarian reserve.

［［Keywords］］ diminished ovarian reserve； Buchong Tiaojing prescription； nucleotide-binding oligomerization domain 

（NOD）-like receptor protein 3 （NLRP3） inflammasome； ferroptosis； oxidative stress

卵巢储备功能减退（DOR）是一种以卵母细胞

数量或质量下降为主要特征的卵巢功能障碍，是女

性常见的生殖内分泌疾病之一［1］。目前，DOR 造成

的不孕在女性不孕症患者中占 15%~25%，由此引发

的生育问题及出生人口质量问题备受关注［2］。研究

表明，DOR 的发生与卵巢慢性无菌性炎症及细胞铁

死亡密切相关［3-4］。NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎
症小体在炎症调节中发挥着关键作用，其表达异常

能够引起卵巢炎性损伤、氧化应激加剧和卵巢功能

减退等［5］。铁死亡是一种程序性细胞死亡形式，机

体过量的游离活性铁和活性氧（ROS）引起脂质过氧

化，导致细胞死亡。现已知 NLRP3 炎症小体和铁死

亡在氧化应激加剧的衰老卵巢中发挥重要作用，然

而 两 者 间 交 互 机 制 在 DOR 发 病 中 有 待 进 一 步

研究［6］。

目前针对卵巢功能的逆转尚无有效治疗，现有

的临床治疗手段仅能缓解症状，无法从根本上提高

卵巢储备，且存在伦理争议和不良反应［7］。全国名

中医罗颂平教授认为，DOR 的病机本质为肾脾两

虚，肝郁气滞，临床常采取补肾健脾、疏肝养血的治

疗大法。补冲调经方是罗教授自拟，专门用于治疗

DOR 的经验方，对改善卵巢储备功能、预防及延缓

DOR 的发病临床效果显著［8-9］。现代药理学研究指

出，补冲调经方中的活性成分如特女贞苷、藁本内

酯、姜黄素等能够显著改善细胞或机体的炎症损伤

状态，降低氧化应激水平［10-12］。为进一步揭示补冲

调经方治疗 DOR 的分子机制，本研究拟从 NLRP3

炎症小体和铁死亡角度探讨其对卵巢储备功能的

影响，以期为该方的临床应用提供依据。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雌性 SD 大鼠，8 周龄，体质量

（200±20） g，购自广东省医学实验动物中心，实验动

物许可证号 SYXK（粤）2022-0002。饲养于广州中

医药大学第一附属医院实验中心 SPF 级动物房，室

温 20~26 ℃，相对湿度 40%~70%，昼夜循环，保持

12 h 光照，自由摄食、饮水。本动物实验经过广州中

医药大学第一附属医院实验动物伦理委员会审查

批准，编号 GZTCMF1-20240019。

1.2　药物及试剂     补冲调经方由菟丝子 20 g、女贞

子 15 g、党参 15 g、当归 10 g、郁金 10 g 等中药组成
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（全方生药量共为 140 g）。中药饮片购自广州中医

药大学第一附属医院，经广州中医药大学第一附属

医院主任中药师唐洪梅教授鉴定均符合 2020 年版

《中华人民共和国药典》。饮片经煎煮、过滤、微火

浓缩、−80 ℃冰箱冻存后，置于冻干机中冻干 4~5 d，

得到补冲调经方冻干粉。临用时称取所需量的冻

干粉溶于纯水中，配置成质量浓度分别为 1.44、

2.88、5.76 g·mL-1 的补冲调经方灌胃液。D-半乳糖

（D-gal，大 连 美 仑 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号

MB1853）；NLRP3 抑制剂 MCC950（美国 GlpBio 公

司，货号 256373-96-3）；大鼠雌二醇（E2）、促卵泡激

素（FSH）、抗缪勒管激素（AMH）、大鼠白细胞介

素 -1β（IL-1β）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒

（武汉伊莱瑞特生物科技有限公司，货号分别为

E-OSEL-R0001、E-EL-R0391、E-EL-R3022、E-EL-

R0012）；苏木素-伊红（HE）染色液（无锡市江原实业

技贸有限公司，批号 231023）；鼠转铁蛋白受体 1

（TFR1）抗体、鼠谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）抗
体、兔 NLRP3 抗体（英国 Abcam 公司，货号分别为

ab269513、ab252833、ab263899）；兔酰基辅酶 A 合成

酶长链家族成员 4（ACSL4）抗体、甘油醛 -3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）抗体、山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）、
山羊抗小鼠 IgG（武汉三鹰生物技术有限公司，货号

分 别 为 22401-1-AP、 60004-1-Ig、 RGAR001、

RGAM001）；兔凋亡相关斑点样蛋白（ASC）抗体、胱

天蛋白酶 -1（Caspase-1）抗体（沈阳万类生物科技有

限公司，货号分别为 WL02462、WL03450）；反转录

试剂预混液、SYBR Green 预混型实时荧光定量聚合

酶链式反应（Real-time PCR）试剂盒（湖南艾科瑞生

物工程有限公司，货号分别为 AG11708、AG11701）；
丙二醛（MDA）检测试剂盒、总超氧化物歧化酶

（SOD）活性检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限

公司，货号分别为 S0131S、S0101S）。
1.3　仪器     KD-2258 型石蜡切片机、KD-BM 型组

织包埋机（金华市科迪仪器设备有限公司）；Power 

Pac™型通用蛋白电泳仪、电转仪、T100™ Thermal 

Cycler 逆 转 录 合 成 仪（ 美 国 Bio-Rad 公 司 ）；
QuantStudio3 型 Real-time PCR 仪、Multiskan™ FC 型

酶 标 仪（ 美 国 Thermo Fisher 公 司 ）；Pannoramic 

MIDI 型数字病理切片扫描仪（匈牙利 3D Histech 公

司）；IX71 型显微镜（日本 Olympus公司）。
2 方法

2.1　分组、造模和给药     SD 大鼠适应性喂养 1 周

后，每日上午 10：00 进行阴道脱落细胞涂片，将有

2 个完整动情周期的 48 只大鼠纳入实验。根据随机

数字表法，将大鼠分为 6 组：正常组、模型组、补冲调

经方低、中、高剂量组和 MCC950 组，每组 8 只。除

正常组外，其余各组大鼠均参照《药理学实验》和文

献［13］方法于颈背部皮下注射 D-gal（200 mg·kg-1，

每日 1 次，连续注射 42 d）制造 DOR 大鼠模型。从

造模第 8 天开始每日观察大鼠阴道脱落细胞涂片，

涂片显示动情周期明显延长（≥6 d）或在某一阶段停

滞 无 改 变 ≥3 d 者 为 动 情 周 期 紊 乱 ，提 示 造 模 成

功［14］。正常组大鼠皮下注射相同体积的生理盐水。

从造模第 15 天起，对除正常组和模型组外的

4 个组进行给药干预。参照人鼠体表面积换算公

式［15］将补冲调经方的成人常用剂量换算成等效剂

量，低、中、高剂量组分别为人鼠等效剂量的 1、2、

4 倍，即灌胃剂量分别为 14.4、28.8、57.6 g·kg-1·d-1。

正常组和模型组给予 10 mL·kg-1·d-1生理盐水灌胃，

MCC950 组大鼠予腹腔注射 MCC950 10 mg·kg-1，隔

日 1 次。各组连续给药干预 4 周，至取材日。

2.2　标本采集     末次给药后大鼠禁食不禁水 12 h，

腹腔注射 2% 戊巴比妥钠溶液 50 mg·kg-1麻醉，取腹

主动脉血液 4 mL，于离心管中静置后离心，取上清

冻存，用于后续检测血清激素和炎性因子浓度。用

消毒剪刀摘取两侧卵巢，其中右侧卵巢放于 4% 多

聚甲醛溶液中，用于 HE 染色；左侧卵巢存于液氮

中，用于提取 RNA 和蛋白质。

2.3　阴道脱落细胞涂片     将生理盐水浸润的医用

棉签插入大鼠阴道约 0.5 cm 处，顺时针转动 2 圈，取

出后将棉签上的分泌物在干净的黏附性载玻片上

均匀涂抹，自然晾干。滴加适量的苏木素染液浸染

3 min；1% 盐酸乙醇分色数秒，流水冲洗载玻片；滴
加适量的伊红染液染色 5 min，流水冲洗；自然干燥

后于倒置显微镜下观察。

2.4　ELISA 检测血清性激素及炎性因子水平     按

试剂盒操作步骤进行，使用酶标仪在 450 nm 波长进

行吸光度 A 检测。按照说明书要求采用 Origin 软件

绘制标准品的四参数拟合模型，计算出样品中激素

和炎性因子的实际浓度。

2.5　HE 染色法检测卵巢组织病理状态     卵巢组织

在 4% 多聚甲醛溶液中固定 48 h 后，脱水、浸蜡、石

蜡包埋、切片、二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水、HE 染

色、中性树胶封片、晾干，在 20 倍和 40 倍显微镜视

野下观察卵巢中卵泡和黄体发育情况。

2.6　Real-time PCR 检测大鼠卵巢组织目的基因的

mRNA 表达     用随机数字法选取每组 3 只大鼠的卵
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巢组织样本约 30 mg/只，TRIzol 法提取 RNA，并测

定浓度。采用试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，并配

置 成 20 μL 反 应 体 系 。 反 应 程 序 ：95 ℃ 预 反 应

10 min，95 ℃反应 15 s，60 ℃退火 1 min，40 个循环。

引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，

以 GAPDH 为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算目的基因

的 mRNA 相对表达水平，引物序列见表 1。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠卵巢

组织目的蛋白的表达     取卵巢组织 30 mg，加入

RIPA 裂解液提取总蛋白。BCA 测定蛋白浓度，上

样、SDS 凝胶电泳、湿式电转，封闭后在 4 ℃环境下

一 抗 孵 育 过 夜（NLRP3、ASC、Caspase-1、GPX4，

1∶1 000；ACSL4，1∶2 000；TFR1，1∶5 000；GAPDH，

1∶10 000）。次日洗膜、室温孵育二抗（1∶5 000）后
显影。使用 Image J软件对条带进行测量和分析，所

有指标均以 GAPDH 作为内参对照。

2.8　氧化应激参数测定     参照试剂盒说明书，采用

WST-8 法检测卵巢组织 SOD 活性，最终结果以 SOD

活力单位（U·g-1 蛋白）表示；采用硫代巴比妥酸

（TBA）显色反应检测组织 MDA 含量，最终结果以

μmol·g-1蛋白表示。

2.9　统计学分析     使用 Graphpad 10.1 进行数据分

析及绘图，计量资料以 x̄ ± s 表示，数据进行正态性

和方差齐性检验，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用两独立样本 t 检验，分类资料比较

采用卡方检验，当统计数据中存在 1 个 t 值<1 或 1/5

及以上的 t 值≤5，则采用 Fisher 确切概率法，P<0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　对 DOR 大鼠生理状况的影响     正常组大鼠生

长状况良好，饮食正常，皮毛光滑光亮，精神活泼，

而模型组大鼠精神状态萎靡，行动迟缓，毛色黯淡，

进食量和饮水量均明显减少，体质量减轻，尿色发

黄；药物干预后，用药组健康状况较模型组明显改

善，其中尤以补冲调经方中、高剂量组和 MCC950

组改善突出。实验期间，补冲调经方高剂量组死亡

1 只，推测是由于药液浓度偏大，灌胃时大鼠挣扎，

药液呛入气管窒息而死。

3.2　对 DOR 大鼠动情周期的影响     正常组大鼠动

情周期正常，均以 4~5 d 为 1 个周期，且各期细胞形

态清晰。与正常组比较，模型组大鼠动情周期明显

紊乱，动情间期时间延长，各期细胞分类不明显，提

示造模成功。给药结束后，补冲调经方低、中、高剂

量组及 MCC950 组大鼠动情周期基本恢复规律，且

补冲调经方高剂量组大鼠的动情期时长及角化上

皮细胞数量接近正常组。见图 1、表 2。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

NLRP3

ASC

Caspase-1

ACSL4

TFR1

GPX4

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 CCAGGAGTTCTTTGCGGCTA

下游 GCCTTTTTCGAACTTGCCGT

上游 ACAGTACCAGGCAGTTCGTG

下游 GGTCTGTCACCAAGTAGGGC

上游 GACCGAGTGGTTCCCTCAAG

下游 GACGTGTACGAGTGGGTGTT

上游 AGAATCATGCGGTGCTGGAA

下游 TCACCAGTGCAAAACCACCT

上游 GTTTCTGCCAGCCCCCTATT

下游 CACCTCTGCTGCTGTACGAA

上游 ACGCCAAAGTCCTAGGAAGC

下游 CTGCGAATTCGTGCATGGAG

上游 TGTGAACGGATTTGGCCGTA

下游 ACCAGCTTCCCATTCTCAGC

长度/bp

145

143

108

258

213

157

183

注：A.动情前期；B.动情期；C.动情后期；D.动情间期

图 1　大鼠阴道脱落细胞形态

Fig. 1　Morphology of vaginal exfoliated cells in rats

表 2　大鼠动情周期紊乱情况

Table 2　Disorder rate of estrus cycle

组别

正常组

模型组

补冲调经方低剂量组

补冲调经方中剂量组

补冲调经方高剂量组

MCC950 组

n

8

8

8

8

7

8

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

0.01

动情周期紊乱率/%

0.0

100.02）

37.54）

25.04）

0.04）

12.54）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 6 同）
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3.3　对 DOR 大鼠卵巢组织结构的影响     正常组大

鼠卵巢结构正常，卵泡数量丰富，可见各级卵泡分

布，生长卵泡中卵泡液丰富，新鲜黄体散在可见。

模型组大鼠卵巢组织中闭锁卵泡数量增多，各级卵

泡数量减少，成熟卵泡几乎不可见。与模型组比

较，各药物组卵巢结构更加紧凑，各级卵泡结构更

完整且数量明显增多，卵巢血供功能明显恢复。

见图 2。

3.4　对 DOR 大鼠血清激素和炎症因子水平的影响  

    与正常组比较，模型组大鼠血清 FSH 和 IL-1β水

平显著升高，AMH 和 E2水平显著降低（P<0.01）；与

模型组比较，补冲调经方高剂量组和 MCC950 组

FSH 和 IL-1β水平明显下降，而 E2和 AMH 水平明显

提高（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

3.5　对 DOR 大鼠卵巢组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、

ACSL4、TFR1 和 GPX4 mRNA 表达的影响     与正

常组比较，模型组大鼠卵巢 NLRP3、ASC、Caspase-1、

ACSL4 和 TFR1 mRNA 相 对 表 达 量 显 著 上 调 ，

GPX4 mRNA 表达量显著下调（P<0.01）；与模型组

比 较 ，补 冲 调 经 方 中 、高 剂 量 组 和 MCC950 组

NLRP3、ASC、Caspase-1、ACSL4 和 TFR1 mRNA 相

对 表 达 量 均 有 不 同 程 度 降 低（P<0.05，P<0.01），
GPX4 的 mRNA 表达明显增加，差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 4。

3.6　对 DOR 大鼠卵巢组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、

ACSL4、TFR1 和 GPX4 蛋白表达的影响     与正常组

比 较 ，模 型 组 NLRP3、ASC、Caspase-1、ACSL4 和

TFR1 的蛋白表达显著增加，GPX4 蛋白表达显著下

降（P<0.01）；与模型组比较，补冲调经方中、高剂量

组和 MCC950组大鼠的卵巢 NLRP3、ASC、Caspase-1、

注：A.正常组；B.模型组；C.补冲调经方低剂量组；D.补冲调经方中剂量组；E.补冲调经方高剂量组；F.MCC950 组（图 3 同）
图 2　补冲调经方对各组大鼠卵巢组织结构的影响  （HE，×100）
Fig. 2　Effect of Buchong Tiaojing prescription on organizational structure of ovaries of rats in various groups （HE，×100）

表 3　补冲调经方对 DOR 大鼠血清激素和炎症因子水平的影响  （x̄± s）

Table 3　Effect of Buchong Tiaojing prescription on serum hormone and inflammatory factor levels in DOR rats （x̄± s）

组别

正常组

模型组

补冲调经方低剂量组

补冲调经方中剂量组

补冲调经方高剂量组

MCC950 组

n

8

8

8

8

7

8

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

0.01

FSH/μg·L-1

111.18±20.02

141.33±23.202）

139.03±13.71

137.74±16.82

114.28±19.153）

110.94±25.354）

E2/ng·L-1

183.99±3.80

167.15±10.002）

172.95±9.39

177.60±5.86

179.51±6.273）

181.20±6.384）

AMH/mg·L-1

8.23±2.61

4.95±1.432）

6.98±0.72

7.30±0.92

7.90±1.223）

7.58±1.983）

IL-1β/ng·L-1

12.09±4.99

20.67±5.032）

17.74±4.31

14.66±2.47

12.16±4.754）

13.62±4.983）

表 4　补冲调经方对 DOR 大鼠卵巢组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、ACSL4、TFR1 和 GPX4 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Buchong Tiaojing prescription on expression of NLRP3， ASC， Caspase-1， ACSL4， TFR1 and GPX4 mRNA in ovarian 

tissues of DOR rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

补冲调经方低剂量组

补冲调经方中剂量组

补冲调经方高剂量组

MCC950 组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

0.01

NLRP3

1.00±0.04

1.84±0.302）

1.60±0.29

1.14±0.224）

0.98±0.174）

1.15±0.334）

ASC

1.00±0.14

1.98±0.142）

1.76±0.15

1.39±0.234）

1.03±0.194）

1.10±0.024）

Caspase-1

1.00±0.13

2.30±0.162）

2.02±0.19

1.64±0.234）

1.58±0.164）

1.55±0.154）

ACSL4

1.00±0.10

1.80±0.102）

1.62±0.22

1.41±0.243）

1.11±0.104）

0.97±0.114）

TFR1

1.00±0.17

1.95±0.242）

1.83±0.17

1.27±0.154）

1.29±0.274）

1.06±0.144）

GPX4

1.00±0.38

0.14±0.092）

0.57±0.22

0.62±0.243）

0.75±0.323）

0.70±0.133）
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ACSL4 和 TFR1 的蛋白表达水平明显下降（P<0.05，

P<0.01），各药物组 GPX4 蛋白表达明显提高（P<

0.05，P<0.01）。见图 3、表 5。

3.7　对 DOR 大鼠卵巢组织氧化应激水平的影响     

　与正常组比较，模型组大鼠卵巢组织 SOD 活性显

著降低，MDA 含量显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，补冲调经方中、高剂量组和 MCC950 组卵巢组

织 SOD 活性明显增加，MDA 含量明显降低（P<

0.05）。见表 6。

4 讨论

根据 DOR 的临床表现可将其归为中医“月经过

少”“经水早断”“不孕”等范畴。中医认为，女性生

殖功能与肾、脾、肝关系密切。《医学正传·妇人科》

云：“月经全靠肾水施化，肾水既乏，则经血日以干

涸”。肾藏精，为肾 -天癸 -冲任 -胞宫生殖轴之主导，

乃生殖之本。卵巢中的卵子即肾所藏之“阴精”，其

生长发育及顺利排出赖于肾中阴阳的充盛与协

调［9］。肾为先天，脾主后天，运化水谷。女性生殖能

力的衰退从脾开始，“五七之年”，阳明脉衰，后天之

本不济，则先天之本渐涸，月经难潮，胎孕难成［16］。

肝肾同源，精血互资互生，共司胞宫藏泄。若肾虚

久及于肝，加之妇女最易受七情所伤，导致肝气不

舒，气血不和，经水不调，卵巢储备功能衰退［17］。由

此，中医常将 DOR 的发病机制归为“脾肾两虚，肝郁

气滞”，临床常采取补肾健脾、疏肝养血的治疗大

法。补冲调经方是罗颂平教授在归肾丸和四君子

汤基础上灵活加减，自拟而成的治疗 DOR 的经验

方。方中菟丝子补肾益精，女贞子滋补肝肾，共为

君药；当归补血活血，党参补中益气、健脾和胃，共

为臣药；考虑到 DOR 患者未老先衰，忧思郁结，故再

加佐药郁金行气解瘀，活血理气。全方动静结合，

补而不滞，共奏补肾健脾、疏肝行气之功。现代药

理学研究指出，补冲调经方中的活性成分如特女贞

图 3　DOR 大鼠卵巢组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、ACSL4、TFR1

和 GPX4 蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of NLRP3， ASC， Caspase-1， ACSL4， 

TFR1 and GPX4 protein expression of DOR rat ovary tissue

表 6　补冲调经方对 DOR 大鼠卵巢组织氧化应激水平的影响  （x̄± s）

Table 6　Effect of Buchong Tiaojing prescription on level of oxidative stress in ovarian tissues of DOR rats （x̄± s）

组别

正常组

模型组

补冲调经方低剂量组

补冲调经方中剂量组

补冲调经方高剂量组

MCC950 组

n

8

8

8

8

7

8

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

0.01

SOD/U·g-1

23.48±4.45

16.59±3.632）

20.31±2.33

21.26±3.393）

21.71±4.113）

21.30±4.183）

MDA/μmol·g-1

4.87±1.67

7.94±1.582）

7.86±1.46

6.25±0.873）

6.11±1.273）

6.04±1.703）

表 5　补冲调经方对 DOR 大鼠卵巢组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、ACSL4、TFR1 和 GPX4 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Buchong Tiaojing prescription on protein expression of NLRP3， ASC， Caspase-1， ACSL4， TFR1 and GPX4 in ovarian 

tissues of DOR rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

补冲调经方低剂量组

补冲调经方中剂量组

补冲调经方高剂量组

MCC950 组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

0.01

NLRP3/GAPDH

1.00±0.19

1.64±0.192）

1.39±0.10

1.12±0.204）

1.08±0.084）

1.03±0.124）

ASC/GAPDH

1.00±0.17

1.67±0.182）

1.58±0.18

1.25±0.164）

1.15±0.074）

1.11±0.094）

Caspase-1/GAPDH

1.00±0.06

1.42±0.022）

1.35±0.03

1.20±0.054）

1.19±0.074）

1.14±0.064）

ACSL4/GAPDH

1.00±0.10

1.45±0.062）

1.32±0.11

1.22±0.123）

1.16±0.094）

1.10±0.084）

TFR1/GAPDH

1.00±0.09

1.22±0.042）

1.20±0.04

1.02±0.034）

0.96±0.024）

0.98±0.074）

GPX4/GAPDH

1.00±0.09

0.71±0.032）

0.85±0.083）

0.86±0.073）

0.91±0.044）

0.93±0.034）
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苷、藁本内酯、姜黄素等能够显著改善细胞或机体

的炎症损伤状态，降低氧化应激水平［10-12，18-19］。本研

究结果显示，补冲调经方能够抑制大鼠衰老卵巢的

炎症损伤和氧化应激，改善卵巢储备。

D-gal是一种还原糖，在体内大量蓄积能够导致

机体氧化 -抗氧化系统破坏，自由基堆积［19］。由于

D-gal 所诱导的衰老模型的老化过程的机制类似于

自然老化，因此常被用于卵巢衰老模型的制备［20］。

动情周期能反应大鼠体内的激素变化情况，本研究

每日观察阴道脱落细胞变化评估大鼠卵巢功能，并

参考前人经验［13，21-22］，采用在大鼠性周期开始紊乱

之时即予以药物干预，该阶段相当于卵巢储备功能

下降的隐匿阶段。结果发现，模型组大鼠出现动情

周期紊乱现象，血清性激素水平异常，卵巢窦卵泡

和成熟卵泡数目明显减少，闭锁卵泡数目增加。以

上改变与 DOR 的临床表现有较高的拟合度，提示模

型复制成功。在中药和 MCC950 干预后，大鼠动情

周期基本恢复正常，血清性激素水平得到了显著改

善，成熟卵泡数目增加，卵巢储备功能提高。

炎症小体是存在于细胞质中的多聚体蛋白复

合物，在固有免疫和炎性反应中发挥重要作用［23］。

其中，NLRP3 炎症小体是至今研究最深入、最全面

的 炎 症 小 体 类 型 ，由“ 受 体 ”（NLRP3）、“ 桥 梁 ”

（ASC）及“效应器”（Caspase-1）组成［24］。研究发现，

在增龄性衰老小鼠、D-gal诱导的卵巢早衰小鼠卵巢

内，以及早发性卵巢功能不全患者的卵巢颗粒细胞

中，NLRP3 炎症小体的表达呈升高趋势，而使用

NLRP3 抑制剂或体内敲除 NLRP3 基因能够显著增

加 小 鼠 卵 巢 中 AMH 水 平 ，提 高 妊 娠 率 和 活 产

率［5，25］。MCC950 是一种有效的 NLRP3 抑制剂，能

够抑制炎症小体组装和功能［26］。既往有研究表明，

MCC950 处理仅抑制 NLRP3 活性，而不抑制蛋白表

达［27］。然而本研究显示，与模型组比较，MCC950 组

大鼠卵巢 NLRP3、ASC 和 Caspase-1 的 mRNA 和蛋

白表达显著下降，血清 IL-1β含量降低，机体炎症状

态 得 到 明 显 缓 解 ，与 一 些 学 者 的 研 究 结 果 相

似［5，28-29］。在改善 DOR 方面，补冲调经方能够发挥

与 MCC950 相似的效果，抑制卵巢 NLRP3 炎症小体

的表达，降低血清中促炎因子的水平，提高卵巢

储备。

除了介导免疫炎症反应外，NLRP3 炎症小体能

够调节细胞 ROS 的产生，参与一系列氧化应激反

应［30-31］。因此，NLRP3 炎症小体在以脂质过氧化为

核心的细胞铁死亡中也发挥关键作用［6］。铁死亡是

一种程序性细胞死亡形式，机体过量的游离活性铁

和 ROS 引起脂质过氧化，导致细胞膜的氧化损伤，

进而引发细胞死亡［32］。研究证实，在自然衰老和早

衰的卵巢中均存在铁稳态失衡现象，铁死亡参与了

卵巢衰老进程［33-34］。与前人研究结果相似，本研究

发现 DOR 大鼠卵巢组织中铁死亡标志物 ACSL4 和

TFR1 的表达显著升高，GPX4 的表达水平下降。卵

巢中主要抗氧化酶 SOD 活性显著降低，而脂质过氧

化产物 MDA 含量显著增加，提示 DOR 大鼠卵巢中

的氧化 -抗氧化系统被打破，氧化应激程度加剧，引

发铁死亡。

NLRP3 炎症小体和铁死亡在卵巢衰老的发生

中均发挥着重要作用，然而关于二者的作用关系在

卵巢中却研究甚少。本研究使用 MCC950 抑制

NLRP3 炎症小体的活性后，发现 MCC950 组大鼠卵

巢 ACSL4、TFR1 的表达水平显著下降，GPX4 的表

达明显提高，脂质过氧化水平下降，铁死亡程度减

轻，推测可能是因为 NLRP3 炎症小体被抑制后，机

体炎症损伤程度得到缓解，氧化应激水平减弱，进

而缓解 DOR 大鼠卵巢铁死亡。补冲调经方能够抑

制 NLRP3 炎症小体的表达，改善卵巢氧化应激水

平，减轻铁死亡程度，提高卵巢储备。

综上所述，补冲调经方能够改善 DOR 大鼠的卵

巢炎性损伤和氧化应激，提高卵巢储备，这可能是

通过抑制 NLRP3 炎症小体，进而缓解卵巢铁死亡来

实现的。本研究关注了 DOR 大鼠卵巢的炎性损伤

和铁死亡情况，并将二者进行了病理串话。然而，

有研究显示，当采用铁死亡抑制剂减轻机体铁死亡

后，NLRP3 炎症小体能够随着铁死亡的程度而改

变［6］。笔者推测这二者之间存在相互限制性和交互

性，在 DOR 发病过程中可能存在恶性循环。因此，

后续还需要进一步实验来挖掘二者更深层的关系，

以及更深入探讨中药调控 NLRP3 炎症小体和铁死

亡，提高卵巢储备的可能机制。
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